WO 2005/010173 ^EST AVAILABLE COPY PCT/FR2004/001864 

1 

NOUVEAU PROCEDE DE CULTURE DE KERATINO C YTES ET SES 
APPLICATIONS 

La pr6sente invention a pour objet un nouveau milieu de culture de 
keratinocytes, un proc6d6 de culture de keratinocytes et Putilisation de ce precede 
5 pour la propagation de virus vivants attenues. Les virus vivants attenues obtenus par 
cette methode et les vaccins les comprenant constituent un autre objet de P invention. 

Un certain nombre de virus pathogenies ne peuvent se repliquer de 
fa9on complete que dans les keratinocytes, car des prolines k6ratinocytaires 
specifiques sorit indispensables a leur replication. 

10 C'est ie cas par exemple du MDV (Marek's disease virus ou virus 

herpes responsable de la maladie de Mareck aviaire) et du FPV (Fowl pox virus ou 
virus pox responsable de la variole aviaire). 

Les cellules utilises actuellement pour la propagation du virus du 
MDV sont en general des fibroblastes. Les fibroblastes de poulet en culture utilises 

15 pour la production de vaccins contre le MDV n'assurent pas la production de 
particules virales libres : P infection est semi-productive. Des tentatives ont ete menees 
pour tenter d'etablir des lign^es continues capables d' infection productive, mais sans 
succes (Abujoub et ah, Virology, 2M, 541-549, 1995). En raison du caractere 
incomplet de la replication virale dans les fibroblastes, les vaccins cellulaires doivent 

20 imp6rativement etre utilises sous forme congelee dans Pazote liquide. Comme le virus 
produit par les fibroblastes est depourvu d'une enveloppe complete, il n'est ni 
cytolytique, ni infectieux. 

Dans le cas de la maladie de Marek, Pinfection de Panimal se fait 
par voie respiratoire. Peu apres la contatnination, une infection cytolytique des 

25 lymphocytes B se d£veloppe, dont la consequence est une viremie cellulaire qui 
aboutit k Pinfection latente de nombreux tissus. Parmi les types cellulaires infectes, on 
trouve les lymphocytes T qui vont ensuite se transformer et produire des lymphomes 
mortels. Le virus est egalement transporte vers Pepiderme au niveau des follicules des 
plumes qui represented ie seul site de production de virus ayant une enveloppe 

30 complete. Le virus est present a des titres tr£s eieves dans les cellules cornifiees 
(squames) de la partie superficielle de Pepiderme, en particulier au niveau des 
follicules des plumes. Ces cellules desquament et infectent les autres animaux par 
inhalation des squames (Calnek et ah, J. Natl. Cancer Inst., 45, 341-351, 1970; 
Calnek et al., Avian Dis., 14, 219-233, 1970 ; Carrozza et a/., Avian Dis. 17, 767-781, 

35 1973). De nombreux vaccins ont ete developpes, car la maladie de Marek est une 
maladie presente dans le monde entier, responsable de lourdes pertes dans les eievages 
atteints. Ces vaccins sont constitues d'une suspension de fibroblastes de pouiets 
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infectes en culture par des souches attenuees de virus de la maladie de Marek. Les 
vaccins sont prepares par congelation dans l'azote liquide des cellules vivantes dans 
du milieu de culture contenant des cryoprotecteurs. La vaccination se fait soit par 
injection in ovo, soit par injection sous-cutanee, un jour apres la naissance. La 
5 vaccination protege contre le syndrome lympho-proliferatif, mais pas contre 
1' infection des keratinocytes. Ceci explique la persistance et la transmission continues 
du virus. Les mutations rapides du virus dues a sa persistance entrainent rapparition 
de formes de plus en plus virulentes resistantes aux vaccins existants. 

Les virus humains du papillome sont de petits virus a ADN dont le 

10 cycle biologique est associe a la differentiation terminale des keratinocytes des 
epithelium stratifies squameux. Les genes regulateurs et non structuraux sont 
exprim^s dans la couche basale des epithelium stratifies, mais la replication de V ADN, 
la synthese des proteines de structure et Passemblage de la capside se font dans les 
couches superficielles, autrement dit dans les keratinocytes engages dans leur 

15 processus de differentiation terminale. Les sous types HPV 16 et 18 sont retrouves 
dans plus de 90% des cancers du col de Tuterus et l'on admet qu'ils soient impliques 
dans les causes de ce cancer (zur Hausen, H., J. Natl. Cancer Inst., 92, 690-698, 2000). 
Le cancer du col de l'uteras represente un probleme de sante publique majeur, ce qui a 
conduit a d'importants travaux visant au developpement de vaccins prophylactiques 

20 (Plummer et aL, Virus Res., 89, 285-293, 2002). Toutefois, le developpement de ces 
vaccins a ete ralenti par l'absence de methode de culture cellulaire assurant la 
replication efficace et la production de virions. 

II subsiste done le besoin d'un procede permettant d'assurer la 
replication complete de certains virus pathogenes, notamment les virus a ADN 

25 enveloppes, tels que par exemple le MDV et le FPV. 

Sachant que des prolines keratinocytaires sp^cifiques sont 
indispensables a la replication virale, des tentatives ont 6t6 entreprises pour cultiver 
des keratinocytes dans le but d'assurer la production de virus attenues complets : 

Si les keratinocytes humains peuvent Stre cultives (Rheinwald et a!., 

30 Cell, 6, 33 1-343, 1975), leur etat de differentiation en culture est incomplet. Meyers et 
aL, J.Virol., 7L 7381-7386, 1997 decrit la synthese de virions HPV infectieux. Des 
keratinocytes sont cultives sur des cellules 3T3 traitees a la mitomycine dans un 
milieu de culture nomme milieu E qui est un milieu synthetique depourvu de serum de 
poulet. 

35 Toutefois, le HPV est distinct du MPV et la methode de synthese de 

virions HPV decrite dans ce document ne permet pas de produire des virions de la 
maladie de Marek. 
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Le document EP-0 748 867 decrit des cultures du virus de la maladie 
de Marek de serotype 1 sur une lignee cellulaire continue, la lignee QT35. Les cellules 
infectees sont utiUsees pour la preparation d'un vaccin et non pas d'un virion isoie, car 
ce virus est fortement associe a la cellule. Produit avec une enveloppe incomplete il ne 
peut pas 6tre isole tout en restant infectieux. 

Le document EP-0 770 677 decrit la propagation du virus de la 
maladie de Marek du serotype 2 sur des lignees cellulaires de poulet Les virions 
obtenus sont dependants de la culture cellulaire. 

Le document EP-1 149 899 decrit un precede de culture de cellules 
ES d'oiseau. Le milieu de culture contient preLerentiellement un tapis de cellules 
nourricieres, telles que des cellules STO qui sont des fibroblastes d'embryon de 
souris, inactiv^es par traitement a la mitomycine ou par irradiation. II contient aussi du 
serum de poulet. 

Le document EP-0 779 359 decrit un precede de culture de cellules 
aviaires. Le milieu de culture contient du serum de poulet. La culture est supportee par 
des cellules STO (fibroblastes) ou SL- 10. 

II apparait done que toutes les cultures de keratinocytes ne 
permettent pas d'offrir des conditions permettant d'assurer une replication virale 
complete, notamment les virus a ADN enveloppes tels que le MDV. 

D'autre part, si pratiquement tous les types cellulaires humains et 
animaux peuvent etre cultiv6s avec succes en presence de serum bovin (on peut par 
exemple se reporter a Dorange et al, J.Virol., 76, 1959-1970, 2002), les keratinocytes 
de poulet ne se multiplient pas dans ces conditions. 

L'objectif de la presente invention etait de mettre au point des 
conditions permettant de cultiver des keratinocytes, notamment des keratinocytes 
aviares et plus particulidrement des keratinocytes de poulet, de telle sorte que ces 
cellules conservent l'ensemble des proprietes de differentiation qu'elles possedent in 
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Le cycle de replication des virus qui infectent des cellules hautement 
differences (hepatocytes, enterocytes, cellules neuronales ou keratinocytes) etant 
generalement lie au programme de differenciation de sa cellule h6te (Calnek et al., J. 
Natl. Cancer Inst., 45, 341-351, 1970 ; Calnek et al., Avian Dis., 14, 219-233, 1970 ; 
Schmitt et al, J. Virol., 70, 1912-1922, 1996), on peut attendre de cultures de* 
keratinocytes totalement differenciees qu'elles permettent de produire une replication 
35 virale complete et done des virions depourvus de cellules. 

L' invention a pour objet un milieu de culture de cellules 
epidermiques, notamment de cellules epidermiques de volailles, comprenant : 
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(i) du s6rum de poulet, 
et 

(ii) un support de culture comprenaat des fibroblastes inactivees par 
un traitement antimitotique. 

L' invention a egaiement pour objet une culture de keratinocytes 
comportant un milieu de culture qui comprend du serum de poulet et un support de 
culture comprenant des cellules de mammif&res inactivees, pref&rentiellement des 
fibroblastes inactiv^s. 

En outre, le milieu de culture de 1' invention comprend de fa$on 
connue un ou plusieurs additifs qui peuvent etre selectionnes parmi les sels 
inorganiques, les vitamines, les hormones et les facteurs de croissance ou tout autre 
additif habituellement utilise dans les milieux de culture de cellules. Parmi les additifs 
utilisables dans le milieu de culture de V invention, on peut citer en particulier : les sels 
inorganiques, les acides amines, les vitamines, les acides gras, le glucose, un tampon, 
du rouge de phenol, de PEGF (epidermal growth factor ou facteur de croissance 
6pidermique), du T3, de Phydrocortisone, de Finsuline, de la toxine choterique, de la 
transferrine, de P adenine... 

Les fibroblastes utilisees comme support de culture sont 
avantageusement des cellules 3T3, et de fa?on encore plus avantageuse le sous clone 
3T3-J2. L'origine de la lignee 3T3 est d^crite dans Todaro, G., J. et al, J.Cell Biol., 
17, 299-313, 1963. La lign6e cellulaire 3T3 est enregistree dans la collection ATCC 
sous le numero CCL92. Les cellules 3T3 sont avantageusement utilisees dans 
P invention en une monocouche de cellules qui sont inactivees par un traitement 
antimitotique. Tout traitement connu pour son effet antimitotique peut etre utilise. Ce 
traitement peut consister en un traitement par un antibiotique tei que la mitomycine C 
ou une irradiation 16tale aux rayons gamma. 

Dans le milieu de culture de Pinvention, le s6rum de poulet est 
avantageusement present en une proportion en poids par rapport au poids total du 
milieu de culture allant de 0,5 k 50%, et pr£ferentiellement de 1 k 40%, 
avantageusement de 2 k 30%. 

Avantageusement, le milieu de croissance pour la culture cellulaire, 
contient au moins un et de fa9on avantageuse plusieurs des additifs suivants : de la 
toxine chol6rique, de la transferrine, de Padenine, de P EGF, des hormones telles que 
T3, de Phydrocortisone, de Pinsuline bovine. 

La pr^sente invention se rapporte 6galement k un precede de culture 
de keratinocytes, et plus particulierement de keratinocytes aviaires, ledit precede 
comprenant les Stapes consistant k : 
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(i) preparer une suspension de cellules epidermiques ou 
keratinocytes ; 

(ii) inoculer lesdites cellules sur un support cellulaire constitue 
de cellules 3T3 dans un milieu de culture comprenant du 

5 serum de poulet tel que decrit ci-dessus ; 

(iii) incuber lesdites cellules epidermiques sur leur support 
cellulaire. 

La suspension de cellules epidermiques, ou keratinocytes, peut etre 
obtenue de fa9on connue par digestion enzymatique d'un epiderme. Une telle 

10 digestion peut etre effectuee par traitement par une enzyme prot6olytique comme par 
exemple par traitement par la trypsine, par la dispase, par la thermolysine. On peut 
egalement envisager de traiter Pepiderme par un traitement chimique comme par 
exemple un traitement k PEDTA (ethylene diamine tetraacetate), 

Les conditions d'incubation sont celles habituellement appliqu^es k 

15 une culture de cellules, c'est-a-dire une temperature d' environ 37°C sous 5 k 10% de 
C02 et 100% d'humidite. 

Apr£s incubation, lorsque la densite cellulaire est suffisante, les 
cellules obtenues dans ces conditions peuvent etre transferees sur un nouveau support 
cellulaire et k nouveau mises en culture dans les conditions d6crites ci-dessus. 

20 Lorsqu'a Tissue de Fetape (iii) les cellules issues de la culture sont recuperees, on 
leur applique un nouveau cycle de culture suivant les Stapes (ii) et (iii) du proc6de de 
Pinvention. On peut prevoir jusqu'i 30 cycles de multiplication cellulaire successifs 
suivant ie proc£d£ d£crit ci-dessus. Le temps de doublement de la population 
cellulaire est d' environ 12 a 16 heures lors des dix premiers cycles de multiplication 

25 cellulaire, puis il augmente progressivement lors des cycles suivants. Par exemple, en 
partant de 10 6 cellules inocutees au depart, on peut obtenir environ 10 12 cellules, soit 
un facteur d' expansion d' environ 10 6 . 

Les cellules obtenues apres 1 ou plusieurs cycles de culture peuvent 
egalement etre conserv^es sous forme congetee en vue de leur utilisation ulterieure. 

30 Les cultures cellulaires comprenant un support de cellules 3T3, un milieu de culture 
comprenant du serum' de poulet et des keratinocytes constituent un autre objet de 
P invention. 

De fa9on surprenante, il a pu etre demontre que le procede de culture 
de P invention permet de conserver aux keratinocytes issus de cette culture toutes leurs 
35 caracteristiques de differentiation : 

L'epiderme aviaire est un epithelium stratifie squameux riche en 
lipides et en filaments d'alpha et de beta keratine. Les cellules de la couche inferieure 
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reposent sur une membrane basale form6e de prolines dont certaines, comme la 
laminine 5, sont des produits sp^cifiques des keratinocytes. La couche basale contient 
les cellules souches k6ratinocytaires qui synthetisent des marqueurs sp^cifiques: p63. 
La cohesion de Fepiderme est assume par des liaisons inter-keratinocytaires comme 
5 les desmosomes et les jonctions communicantes contenant respectivement les 
prolines plakoglobine et connexine 3 L Dans les couches superficielles de Fepiderme, 
ies keratinocytes subissent un processus de diff&renciation tenninale au cours de 
laquelle elles synthetisent 14-3-3 sigma et forment une enveloppe cornee qui reste 
insoluble apres Ebullition dans les detergents et les agents reducteurs. Cette enveloppe 

10 contient des proteines specifiques comme la periplakine. 

Par le procede de culture de Finvention les keratinocytes de poulet 
en culture synthetisent des lipides dont la composition est voisine de celle de 
Fepiderme aviaire, des filaments d'aipha et de beta keratine, des desmosomes, les 
proteines p63, 14-3-3 sigma, plakoglobine, connexine 31 et periplakine. Enfin les 

15 keratinocytes de poulet forment en culture des colonies stratifies dans les couches 
superficielles desquelles les cellules synthetisent une enveloppe cornee insoluble dans 
les detergents et les agents reducteurs. Par consequent, dans le systeme de culture 
selon Finvention, les keratinocytes maintiennent Pensemble des proprietes qu'ils 
possedent in vivo. 

20 La possibilite d'obtenir des cultures de keratinocytes dont les 

proprietes de differentiation sont conservees permet d'envisager de propager des virus 
dans des conditions de replication virale completes. Dans le cas du MDV par exemple, 
les keratinocytes de poulet constituent le seul type cellulaire qui peut assurer une 
replication complete du virus et la production de virions entoures d'une enveloppe 

25 entiere. Du fait des proprietes cytolytiques de ce virus, celui-ci est liber6 a l'exterieur 
de la cellule infectee (Biggs, P.M., Marek's disease, ed. Springer-Verlag, 1-24, 2001) 
et il peut done etre facilement extrait du milieu de culture. De plus, ces cellules 
produisent des quantites de virus tres importantes, ce qui faciiite la production a 
grande echelle de ces virus. 

30 Par consequent, Finvention a encore pour objet un procede de 

propagation d'un virus in vitro, ce procede etant caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes consistant k : 

(i) infecter des keratinocytes avec la souche du virus ; 

(ii) mettre en culture les keratinocytes infectes selon le procede de 
35 culture precedemment decrit ; 

(iii) extraire les virions produits & Fetape (ii). 
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Le procede de r invention permet la preparation de particules virales 
acellulaires qui peuvent etre lyophilis6es aprds extraction et done permettre leur 
conservation et leur stockage dans des conditions plus favorables que les suspensions 
de cellules infectees de Tart anterieur. Le virus att&iue par plusieurs cycles de culture 
5 est n6anmoins produit sous forme de virions complets. Cette caracteristique nouvelle 
permet d'envisager de preparer des vaccins plus efficaces, apportant une meilleure 
immunisation que ceux de Tart anterieur. De preference on met en oeuvre le procede 
de propagation de virus en effectuant de 10 k 400 cycles de culture, avantageusement 
de 40 a 100 cycles de culture. Les virions a ADN enveloppes vivants attenues issus du 

1 0 procede d6crit ci-dessus constituent un autre objet de i'invention. 

L'invention a encore pour objet un procede de preparation d'un 
vaccin, ce procede etant caracterise en ce qu'il comporte les (Stapes consistant k 
propager le virus suivant la methode d£crite ci-dessus, puis k introduire le virion dans 
un support pharmaceutiquement acceptable, en particulier un support de vaccin. On 

15 prevoit avantageusement que le virion soit lyophilise et stocks avant d'etre introduit 
dans le support pharmaceutiquement acceptable. Notamment le vaccin peut etre 
transports a temperature ambiante. Le support de vaccin peut contenir de fa<jon 
connue les adjuvants de vaccins habituellement employes. 

Le proced6 de l'invention s'applique plus particulierement k la 

20 production de vaccins a partir de virus k ADN enveloppe pour lesquels on ne savait 
pas k ce jour produire de vaccins acellulaires. Parmi les virus a ADN enveloppe, on 
peut citer en particulier les virus MDV, FPV. 

La pr£sente invention a done 6galement pour objet un vaccin att£nu£ 
vivant comprenant un virion obtenu k partir d'un virus k ADN enveloppe. De fafon 

25 classique, un tei vaccin comprend un support de vaccin sous forme d'une solution 
aqueuse comprenant de preference un ou plusieurs adjuvants de vaccin. Un tel vaccin 
est gen£ralement commercialise sous forme d'un kit de vaccination, comprenant d'une 
part le virion lyophilise, d'autre part le support de vaccination, chacun etant 
conditionne dans un compartiment separe, les deux composants etant melanges de 

30 fa9on extemporanee en vue de leur administration par voie orale ou par injection, ou 
par voie in ovo. 

On peut egalement prevoir que les vaccins de l'invention soient 
administrates par voie respiratoire, dans ce cas ils sont prepares sous forme de 
solution aqueuse ou d'aerosol. 
35 La possibilite de cultiver des keratinocytes permet de developper des 

souches de virus attenuees capables de replication dans les keratinocytes. Dans le cas 
du virus MDV, responsable de la maladie de Marek, apr£s administration de ce vaccin 
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a des volailles d'un eievage, ces virions seraient pr&ents dans les squames et done 
susceptibles d'infecter et de proteger l'ensemble d'un eievage. L'invention a en outre 
pour objet l'utilisation d'un virion att6nue pour la preparation d'un medicament 
destine a la prevention ou au traitement de la maladie de Marek. 

Le precede de culture de keratinocytes de l'invention trouve d'autres 
applications dans le domaine de la recherche : 

La culture de keratinocytes doit permettre d'identifier le m6canisme 
de penetration d'un virus dans ce type cellulaire et en particulier d'identifier les 
proteines de l'enveloppe virale necessaires a cette penetration. Ces proteines pourront 
ensuite 6tre utilisees sous forme recombinante pour rimmunisation des animaux. 
Dans le cas de la maladie de Marek, la sequence nucieotidique complete DU VIRUS 
responsable de cette maladie est connue. La selection de virus mutants incapables 
d'infecter les keratinocytes permettra de trouver les mutations correspondantes et done 
les proteines responsables de la penetration dans les keratinocytes. 
15 La presente invention va etre davantage decrite et illustree dans la 

suite par des exemples, qui sont fournis seulement a titre d'illustration de l'invention 
et ne devraient pas £tre considers comme limitant celle-ci : 

- la figure 1 represente des photographies en microscope de phase 
qui illustrent la croissance des cellules epidermiques de poulet et humaines : (A) 10 s 

20 cellules epidermiques de poulet lors de leur 3* me passage sont mises en culture dans un 
milieu contenant 10% de serum de poulet ; (B) la meme culture que dans (A) prise 
avec un grossissement superieur ; (C) 7,8xl0 5 keratinocytes humains (YF23) sont mis 
en culture dans un milieu contenant 10% de serum de veau foetal; (D) les 
keratinocytes humains (YF23) sont mis en culture dans un milieu contenant 10% de 

25 serum de poulet ; chaque barre d'echelle correspond a 50 um ; 

- la figure 2 illustre Paccumulation de lipides cytoplasmiques par les 
keratinocytes en culture apres marquage par du Oil Red-O et coloration par le reactif 
de Hoechst 33258 ; (A) Microscopie en phase avec un filtre jaune ; (B) Photographie 
du meme champ pris a la fois en contraste de phase et en fluorescence et imprimee en 

30 noir et Wane ; les fieches montrent les noyaux colores par le reactif de Hoechst 33258 
(blanc) ; Pechelle correspond a 25 um ; 

- la figure 3 illustre l'effet du serum de poulet sur la multiplication 
des keratinocytes de poulet ; 5xl0 4 cellules sont mises en culture dans un melange de 
serum de poulet (ChS) et de serum de veau foetal (FCS), puis elles sont fixees et 

35 colorees par la rhodamine B ; Dans un cas le pourcentage de FCS dans le milieu de 
culture est fixe a 10% et le pourcentage de ChS est variable. Dans l'autre cas, le 
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pourcentage de ChS dans le milieu de culture est fixe a 10% et le pourcentage de FCS 
est variable. 

- la figure 4 illustre le fait que la delipidation du serum de poulet 
n'affecte pas la multiplication des keratinocytes de poulet; des keratinocytes de 

5 poulet, avec une densite de 3,500 cellules/cm 2 , sont inocules et mis en culture dans 
10% de serum de poulet pendant 7 jours ; dans quelques boites, le supplement en 
serum est remplace, soit par du serum de veau foetal (FCS), soit par du serum de 
poulet delipide (Delip.ChS), alors que les cellules des autres boites sont maintenues 
dans du serum de poulet non-traite (Unt. ChS) ; Dl : l er jour, D7 : 7 i4me jour, D15 : 
10 15*™ jour, D20 : 20 i6me jour ; (A) les cultures sont fixees 15 jours apres I'inoculation 
et colorees par la rhodamine B ; les fleches indiquent des petites gouttelettes observes 
dans du serum delipide ; 

- la figure 5 illustre la mise en evidence des keratines dans les 
keratinocytes de poulet en culture ; (A) les cellules sont marquees par un anticorps 

15 anti-pankeratine ; la fieche indique une cellule 3T3, qui est multi-nucleee et n'est pas 
marque par l'anticorps ; l'echelle correspond a 25 urn ; (B) immunoblot marquee par 
un autre anticorps anti-pankeratine ; la ligne (1) correspond aux keratinocytes de 
poulet en culture ; la ligne (2) correspond a l'epiderme de poulet et la ligne (3) 
correspond a l'intestin de poulet ; les deux doublets (a et c) coincident avec les 

20 doublets correspondants dans l'epiderme de poulet ; 

la figure 6 montre que les keratinocytes de poulet forment des 
enveloppes cornifiees en culture ; les photographies sont prises en microscopie en 
contraste de phase ; (A) couche basale d'une colonie vivante de 15 jours, (B) la meme 
colonie prise sur un plan focal plus haut ; les contours sombres et la forme anguleuse 

25 indiquent une cornification, (C) apres traitement a 100°C dans une solution contenant 
2% de sulfate de dodecyl sodique et 2% de 2-mercaptoethanol ; l'echelle correspond a 
50 urn ; 

la figure 7 illustre un marquage de la p63 par coloration 
immunofluorescence a l'aide d'anticorps anti-p63 ; les fleches indiquent les cellules 
30 3T3 que l'on reconnait a leurs gros noyaux et leur hgterochromatine proeminente ; 
elles ne sont pas marquees par l'anticorps ; l'echelle correspond a 25 urn ; 

la figure 8 montre des lipides peri- et intra-nucleaires ; ce sont 
des micrographies 6lectroniques ; echelles de grossissement : 5000X pour A et B, 
6000X pour C et 4000X pour D ; 

35 - la figure 9 montre la stratification dans les keratinocytes ; les 

desmosomes (en A) et les filaments de keratine (en B) ; ce sont des micrographies 
electroniques ; echelles de grossissement : 40000X pour A et 8000X pour B ; 
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Example 1 ; Multiplication des kSratinocvtes de poulet avec des 
cellules 3T3-J2 de support en presence de 10% de s6rum de poulet 
1.1 Introduction 

La croissance des fibroblastes de poulet n'est pas supprim£e de 
5 fa?on efficace par ia monocouche de cellules 3T3 et les cultures prepares k partir de 
peau de poulet k £paisseur complete sont rapidement envahies par les fibroblastes. On 
a done separ£ Fepiderme du derme par traitement k la thermolysine avant de proceder 
k la d£sagr£gation de F£piderme. Initialement, le milieu avait 6t6 supplements avec du 
serum de veau foetal, mais ce s£rum ne permet pas la multiplication des k£ratinocytes 
10 de poulet La substitution du serum de bovin par du s£rum de poulet permet le 
developpement de colonies de cellules. 

L2 Materiel et Methodes 

L2.1 Materiel biologique 

Des poussins nouveaux-nes (Gallus gallus) sont obtenus d'oeufs 

15 fertilises incubes pendant 20-21 jours k 37,8°C k taux humidite eiev£. Pour preparer 
les cultures primaires de cellules 6pidermiques, les poussins nouveaux-n£s sont 
anesthesies par injection intra-p£ritoneale de tribromo^thanoi. 

Cellules murines 3T3-J2 : L'origine de la lign£e 3T3 est decrite dans 
Todaro, G., J. et a/., J.Cell Biol., 17, 299-313, 1963. Les cellules Swiss 3T3 d'origine 

20 obtenues de F ATCC (n°CCL92) sont inoculees k faible density dans des plaques de 96 
puits (a raison d'une cellule pour trois puits). Aprds environ deux semaines de culture, 
certains puits contiennent des colonies cellulaires visibies. Ces cultures sont clonales 
car deriv£es d'une seule cellule, chacune constitue done un sous clone de 3T3. Chaque 
colonie est transferee s6par£ment dans une boite de culture de 100mm de diam&re. 

25 Lorsque le nombre de cellules est suffisant, les cellules sont d6tach£es par 
trypsination. La moitie de chaque sous clone est congel£e dans F azote liquide ; Fautre 
moitie est traitee k la mitomycine C ou aux rayons gamma. Des keratinocytes de 
poulet sont inocutes sur chaque sous clone traite k des densites de 10 2 k 10 6 cellules 
par 1,5. 10 6 3T3 par boite de 100mm de diam&tre. Apres 7-14 jours de culture, les 

30 cellules sont fix^es et color£es k la rhodamine B. Le sous clone de 3T3, denomme 
3T3-J2, sur lequel les colonies de keratinocytes les plus nombreuses et de plus grande 
taille sont obtenues est consid£re comme optimal ; il sera desormais utilise pour 
cultiver les keratinocytes de poulet. 

Keratinocytes £pidermiques humains provenant de prepuce de 

35 nouveau-ne (prepares suivant la m£thode decrite dans Rheinwald et aL 9 Cell, 6, 33 1- 
343, 1975). 
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1.2.2 Mfrhodes 

Culture cellulaire (m&hode lj : 

La peau des pattes ou du corps est prelev£e ; elle est lav£e plusieurs 
fois dans du tampon phosphate salin (PBS), puis F6piderme est s6par<§ du derme par 
5 traitement enzymatique avec 0,5 mg/ml de thermolysine (Sigma) dans une solution 
tamponnee d'Hepes (HBS) soit pendant 45 minutes a 37°C ou toute la nuit a 4°C. 
L'6piderme est ensuite pr61ev6, dmince et d6sagr6g6 par incubation en presence de 
trypsine (0,25 %) et d'EDTA (0,02%) pendant deux fois 30 minutes a 37°C sous 
agitation dans un flacon de trypsination. La suspension cellulaire est centrifiig£e k 800 

10 g pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est repris dans du milieu de culture et les 
cellules sont inoculees dans des boites de Petri recouvertes d'une monocouche de 
cellules murines 3T3 (2,3X10 4 cellules/cm 2 ) pr^alablement traitees par de la 
mitomycine C (4 jag/ml). Les boites sont ensuite placSes dans un incubateur k 37°C 
sous 7,5% C02 et 100% d'humidite. Le milieu de culture est constitu6 par un melange 

15 1/1 DMEM/F12 (Invitrogen) suppiemente par 10% de serum de poulet (Invitrogen). 
Les additifs suivants sont egalement presents dans le milieu: 0,4 p,g/ml hydrocortisone 
(Calbiochem), 5 (Ag/ml d'insuline bovine (Sigma), 2xl0" 9 M de 3,3\5-triiodo-L- 
thyronine (T3, Sigma), 10" 10 M de toxine choierique (ICN), 1,8x1c 4 M d' adenine 
(Calbiochem). Le facteur de croissance epidermique (EGF) humain recombinant est 

20 ajoute a une concentration de 10 ng/ml au premier changement de milieu. Dans 
certains cas, des colonies de fibroblastes se developpent malgre T elimination du 
derme, mais elles peuvent etre eiiminees en traitant brievement les cultures avec du 
PBS sans Ca-H- et sans Mg++ ou avec de FEDTA 0,02%; des cellules 3T3 de support 
nouvelles sont alors ajoutees et la culture continue. Les cultures primaires sont 

25 transferees 7 k 19 jours aprds F inoculation en fonction de la densite d' inoculation. On 
obtient alors des cultures secondares. Les cellules sont congetees apr£s le premier 
passage dans du milieu contenant 10 % de dimethyl sulfoxide (DMSO). La 
congelation est faite a raison de 1-3x1 0 6 cellules/ml dans le milieu de culture d£crit 
plus haut. Les cellules congetees peuvent §tre gardees indefiniment dans 1' azote 

30 liquide. 

Les keratinocytes epidermiques humains sont mis en culture tel que 
decrit pour les cellules de poulet, sauf que le serum de veau foetal est utilise k la place 
du serum de poulet. 

Culture cel lulaire fmethode 2) : Culture de keratinocytes de poulet k 
3 5 F interface liquide/air 

Cette methode est inspiree de Farticle J.Y.Yi et al., Arch. Dermatol. 
Res., 2001, 293, 356-362. Elle a pour but d'obtenir une differentiation terminate plus 
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complete, Les cellules 3T3 traitees ou non k la mitomycine sont m61angees k une 

matrice de collag&ie de type I (3.10 5 cellules/ml) selon les instructions du fournisseur 

(Nitta gelatin, Tokyo), 200microlitres de cette mixture sont inocul6s sur des filtres de 

polycarbonate (Millicell-pc Millipore, Bedford, MA). Les keratinocytes sont inocutes 

5 sur la matrice de collagfene et cultiv6s immerg6s pendant 5-7jours dans le milieu de 

culture habituel (DMEM/F12 +serum de poulet + additifs). Le filtre est ensuite place k 

P interface milieu/air et la culture est continue pendant 14 jours. 

Microscopie en contraste de phase 
On a utilise un microscope de marque Nikon equipe d'une camera numerique Nikon 
10 Coolpix. 

Coloration des gouttelettes lipidiques avec Oil Red O 
Les cellules inoculees sur des lamelles couvre-objet en verre sont 
fixdes dans un PBS froid contenant 3,7% de formaldehyde pendant 15 minutes a 
temperature ambiante, puis incub£es pendant une heure suppl&nentaire avec une 

15 solution de fixation nouvelle. Les lamelles couvre-objet en verre sont lavees k l'eau 
distiltee et sechees a l'air. Les gouttelettes lipidiques sont colorees avec une solution 
contenant 0,3% de Oil Red O (Sigma) et 60% d'isopropanol pendant 1 heure. A la fin 
de P incubation, les lamelles couvre-objet en verre sont lav6es dans de Peau distillee et 
incubees pendant 5 minutes dans du PBS contenant du r&ictif Hoechst 33258 (l^ig/ml) 

20 et 0,1% du produit commercialise par la soci&6 Sigma sous le nom commercial 
IGEPAL. Les lamelles couvre-objet en verre sont lavees une fois dans du 
PBS/IGEPAL, une fois dans de Peau et montees sur lame dans du produit 
commercialism par la soci£t<S Caibiochem sous le nom commercial MOWIOL 
contenant 2,5% de DABCO (l,4-diazobicyclo-(2.2.2)-octane). 

25 1.3 R6sultats 

Des cellules rondes attachees sur les cellules 3T3 sont visibles, apr6s 
quelques heures d' inoculation, mais les colonies qui s'organisent clairement en un 
motif £pith£lial typique deviennent visibles aprfes 5-6 jours d' inoculation, lorsque les 
cellules ont etabli un contact avec la matiere plastique. Les colonies deplacent la 

30 monocouche de cellules 3T3 autour d'elles comme le font les colonies formees par les 
keratinocytes humains. Ce qui apparait comme le plus remarquable est que presque 
toutes les cellules contiennent une seule grosse gouttelette et quelques fois plusieurs 
petites, probablement compos^es de iipides (Figures 1A et B). De par leur origine 
6pidermique, leur capacite a former un 6pith61ium squameux stratify, et etant donne 

35 que les keratinocytes aviaires sont connus pour contenir des gouttelettes lipidiques, on 
en conclut que les colonies sont composes de keratinocytes. 
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Les keratinocytes humains inocuies k une density de 12,000 
cellules/cm 2 dans un milieu suppl&nente par 10% de serum de poulet se multiplient 
aussi rapidement qu'ils le font dans le serum de veau foetal. lis ne d6veloppent jamais 
de gouttelettes lipidiques meme aprds 12 jours en presence de 10% de serum de poulet 
5 (Figures 1C et D). On en conclut que la formation de gouttelettes lipidiques est une 
propria intrins&que des keratinocytes de poulet et n'est pas induite dans des 
keratinocytes d'autres espfeces par le serum de poulet 

La coloration des cellules fixees par le produit Oil Red-O, qui est 
specifique pour les lipides neutres montre que les gouttelettes refringentes contiennent 

10 des lipides neutres (Figure 2A) ; une contre-coloration avec le reactif Hoechst 33258 
met en evidence que la plupart des gouttelettes lipidiques des cellules sont 
pSrinucteaires (Figure 2B). 

Lors de 3 experiences independantes, il a ete mis en Evidence 
qu'environ 500 colonies ont ete fornixes k partir de 5xl0 5 cellules 6pidermiques 

15 d6sagr6gees. Ceci correspond k une efficacite de formation de colonies de 10" 3 . 
L'efficacite d'ensemencement des keratinocytes de poulet pr61eves directement 
d'epiderme est alors significativement inferieur k celui des keratinocytes humains, qui 
a ete rapporte etre de l'ordre de 1 k 10% mais est en general proche de 1%. 
Contrairement aux keratinocytes humains, qui atteignent des efficacies de formation 

20 de colonies tr&s 61evees lors des passages ulterieurs, 1'efficacite d'ensemencement des 
keratinocytes de poulet ne depasse jamais quelques pourcents. 

Le temps de doublement des keratinocytes de poulet est mesure dans 
la culture secondaire en comptant le nombre de cellules dans 15 colonies, toutes les 24 
heures, k partir du l er jour jusqu'au 4 dme jour apr£s inoculation. Les keratinocytes de 

25 poulet peuvent Stre facilement distingudes des cellules 3T3 avoisinantes etant donne 
qu'ils contiennent une gouttelette lipidique solitaire. Lorsque les colonies en plus forte 
croissance sont consider£es, le temps de doublement de 16,8 heures est obtenu. Le 
temps de doublement decroit au cours des passages ulterieurs et les keratinocytes de 
poulet ne peuvent pas etre mis en culture au delk de la 20 6me sous-culture. 

30 La taille des keratinocytes de poulet est mesuree en introduisant une 

suspension de cellules dans un hematocytometre, en photographiant les cellules et en 
mesurant leur diametre. Les keratinocytes ont un diametre typique de 10 (xm, et sont 
done plus petits que les keratinocytes humains, dont le diametre le plus courant est de 
12 jim. Cette difference peut s'expliquer par le fait que la taille du genome de poulet 

35 est seulement un tiers de celui de 1'homme (l,25pg versus 3,5pg/genome haploide). 
Les fibroblastes de poulet, avec un diametre typique de 12 |im, sont aussi plus petits 
que les fibroblastes humains dont le diametre le plus commun est de 15,6 \xm. 
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Exemple 2 ; R61e du s^rum de poulet dans le processus de 
multiplication des keratinocytes de poulet 

2.1 Introduction 

Le serum de veau foetal ne permet pas la multiplication des 
5 keratinocytes de poulet, soit parce qu'il contient un inhibiteur de multiplication, soit 
parce qu'il est depourvu d'un facteur promouvant la croissance. 

De fafon h discriminer entre ces alternatives, les keratinocytes de 
poulet sont cultiv6s pendant 10 jours soit en presence de 10% de serum de veau foetal 
supplemente par des concentrations croissantes de serum de poulet, soit en presence 
10 de 10% de serum de poulet supplemente par des concentrations croissantes de serum 
de veau foetal. A la fin de F experience, les cellules sont fixees et colorees avec de la 
rhodamine B 

2.2 Materiel et Methodes 

2.2.1 Materiel 

15 Le materiel biologique utilise est celui decrit dans F Exemple 1 . 

2.2.2 M&hodes 

Le protocole de culture cellulaire est utilise selon celui decrit dans 

FExemple 1. 

Coloration £ la rhodamine B 

20 Les cultures sont lav^es deux fois avec du PBS et fix6es dans du 

PBS contenant 10% de glutaraldehyde pendant 15 minutes h temperature ambiante. 
Les cellules sont alors colorees grace a 1% de rhodamine B dans de Feau pendant 15 
minutes k temperature ambiante sous agitation douce. Les cultures sont lav£es dans de 
Feau et sont ensuite sech£es a Fair. 

25 2.3 R6sultats 

Dans la Figure 3, il apparait clairement que le serum de poulet 
permet la multiplication des keratinocytes et que cette faculty est fonction de la dose 
de serum de poulet, lorsqu'il est ajoute k 10% de serum de veau foetal. L'activite 
promotrice de croissance de 10% de serum de poulet n'est pas affectee par Faddition 

30 de quantites croissantes de serum de veau foetal. On en conclut que le serum de poulet 
contient un facteur necessaire pour la multiplication des keratinocytes de poulet ; ce 
facteur etant absent du serum de veau foetal. 

Etant donne que les keratinocytes de poulet contiennent des lipides, 
on pouvait supposer que Factivite promotrice de croissance du serum de poulet est 

35 liee a Fabsorption des lipides dans le serum. L'experience illustree par la figure 4A 
montre que le serum de poulet depourvu de lipides par Faction de solvants retient sa 
faculte de promouvoir la multiplication des keratinocytes de poulet. Par consequent, 
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Factivite promotrice de croissance n'est pas due k un lipide. Les cellules qui se 
multiplient, en particulier autour des colonies, retiennent les lipides lorsqu'elles 
croissent dans du serum deiipide et sont done capables de synthetiser des lipides 
(Figure 4B). 

5 Exemple3: L es k£ratinocytes de poulet en culture synth£tisent 

des alpha-k^ratines 

3.1 Introduction 

Une des propriety des cellules epidermiques est leur capacity a 
synthetiser des keratines en abondance. Les keratinocytes de poulet sont mis en 
10 culture sur des lamelles couvre-objet en verre pendant 2 jours et sont fixes. Les 
cellules sont alors incubees en presence d'un anticorps anti-a-pankeratine et 
examinees par microscopie par fluorescence indirecte. 

On a analyst les keratines des cellules epidermiques de poulet en 
culture par immunodetection de type Western-blot Les keratines sont extraites k partir 
15 de cultures confluentes ; s6parees par electrophone sur gel en une dimension; 
transferees sur nitrocellulose et color6es k Faide d'un anticorps anti-a-pankeratine. 

3.1 Materiel et M6thodes 

3. LI Materiel 

Le materiel biologique est celui decrit dans FExemple 1. 
20 3.2.1 M&hodes 

Coloration par immunofluorescence indirecte 

Les cellules sont inocutees sur des lamelles couvre-objet en verre. 
Le lendemain, les cellules sont lav6es 2 fois dans du PBS, puis fixees dans un melange 
1 :1 d' acetone : methanol pendant 20 minutes a -20°C et sechees k Fair. Les lamelles 
25 couvre-objet en verre sont incubees dans du PBS contenant 5% d'albumine s6rique 
bovine (BSA) pendant 10 minutes k temperature ambiante pour bloquer les sites non- 
sp6cifiques. 

Pour la coloration de Fa-keratine, les cellules sont incubees pendant 
1 heure k temperature ambiante dans 5% de BSA/PBS contenant un anticorps anti- 

30 pankeratine monoclonal de souris (dilution de 1 :100, MS-744-A0, NeoMarkers), 
avant d'etre lav6es 3 fois pendant 5 minutes a chaque fois avec du PBS contenant 
0,1% du d6tergent non-ionique IGEPAL CA 630 (Sigma). Les cellules sont alors 
incubees pendant 1 heure k temperature ambiante en presence de 5% de BSA/PBS 
contenant des IgG anti-souris de chevre liees k la biotine (dilution de 1 : 1 000, 

35 Jackson ImmunoResearch). Les lamelles couvre-objet en verre sont lavees et incubees 
pendant 1 heure avec de la streptavidine liee k de la cyanine-3 (dilution de 1 : 1000). 
A la fin de Fincubation, les lamelles couvre-objet en verre sont lav6es pendant 5 
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minutes dans du PBS/IGEPAL avant d'etre incub£es pendant 5 minutes dans du PBS 
contenant du nSactif Hoechst 33258 (l^ig/ml) et 0,1% de IGEPAL. Les lamelles 
couvre-objet en verre sont lavees une fois dans du PBS/IGEPAL, une fois dans de 
l'eau et monies sur lame dans du mowiol contenant 2,5% de l-4,diazobicyclo- 
5 (2.2.2)-octane (DABCO). 

Extraction des q-k6ratines et analyse par immunodetection 
(Western blotting) 

Les cultures confluentes sont lavees 2 fois avec du PBS et broySes k 
l'aide d'un homog6n6isateur de type Dounce. Les cellules sont homog6n6is6es apr6s 

10 20 rotations dans un tampon contenant 10 mM de Tris-HCl (pH 7,6), ImM EDTA et 
un melange d'inhibiteurs de protease (Roche). L'homogenat est centrifuge k 8,000 g 
pendant 5 minutes k 4°C et le culot est lave 2 fois avec du tampon Tris-EDTA et 2 fois 
avec du tampon Tris-EDTA contenant 2% de Nonidet P40. Les keratines dans le 
dernier culot sont mises en suspension dans une solution contenant 2% de SDS et 

15 lOmM de dithiothreitol k 37°c pendant 15 minutes avec l'aide d'un appareil k 
ultrasons (2x15 secondes). Les eehantillons sont alors chauffSs k 100°C pendant 2 
minutes et centrifuges pendant 5 minutes k 8,000 g pour eliminer les residus 
insolubles. 

Les a-k6ratines sont s^parees par eiectrophorese sur un gel de 8% 
20 polyacrylamide denaturant (proportion en poids acrylamide : bisacrylamide de 29 :1) 
et 61ectroelu6es sur nitrocellulose. La membrane est traitee toute la nuit a 4°C dans du 
PBS contenant 5% de lait lyophilise 6cr6m6 et 0,1% de Tween 20 (PBST). Les alpha- 
keratines sont colorSes avec un anticorps anti-pank6ratine consistant en un melange de 
2 anticorps monoclonaux, Tun etant dirige contre les keratines de type I, et i'autre 
25 etant dirige contre les keratines de type II (PR061835, Research Diagnostics Inc). 
L'anticorps est utilise k une dilution de 1 :500, et la membrane est lav6e par du PBST 
avant d'etre incubee avec des IgG diluees 1 :2000 anti-souris d'ane conjugu6es k la 
peroxydase de raifort (Amersham). Les incubations d'anticorps durent 1 heure k 
temperature ambiante. Les bandes correspondant k la keratine sont visualisees par 
30 chimioiuminescence (ECL+kit, Amersham). 

3.3 Resultats 

Tous les keratinocytes de poulet en culture sont fortement marques, 
mais les cellules 3T3 ne sont pas marquees (Figure 5A). Aucun marquage n'est 
observe lorsque L'anticorps sp^cifique est omis. 
35 Les resultats issus. d' immunodetection sont illustrds dans la 

figure 5B. Les prolines color^es par l'anticorps sont separees en trois doublets 
majeurs (a-c), dont les poids moieculaires respectifs sont d' environ de 50, 57 et 63 
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kD. Les doublets a et c sont 6galement presents dans la peau de poulet, mais le doublet 
b ne Test pas. Le profil g6n6ral des keratines extraites k partir d'intestin de poulet, un 
epithelium noii-k6ratinisant 3 ne coincide pas avec les cellules Epidermiques, ni avec 
Tepiderme. Etant donnE que les cellules en culture contiennent deux doublet de 

5 k6ratines dont les poids molEculaires coincident avec ceux des keratines 
epidermiques, la Demanderesse en conclut que les cellules en culture synthetisent des 
keratines epidermiques. Les deux keratines de poids molEculaire Eleve (doublet c dans 
Figure 5B) sont particuli&rement pertinentes Etant donne que les keratines a poids 
moleculaire elevE sont consid6rees comme specifiques des couches externes des 

10 6pith61ium squameux stratifies. Quatre a-keratines sont davantage caracterisEes (voir 
la suite) 

Exemple 4 : Les keratinocvtes de poulet torment des enveloppes 
cornifftees en culture 

4.1 Introduction 

15 Une des proprietes distinctives des kEratinocytes epidermiques de 

mammifere est leur capacity a suivre le processus de differentiation terminate, dans 
lequel leur noyau est d6truit et pendant lequei iis developpent une enveloppe cellulaire 
corniftee qui est insoluble en presence de dodecyl sulfate de sodium et de 2- 
mercaptoethanol . 
20 4.2 Materiel et m£thodes 

Le materiel biologique et les methodes utilises dans cet exemple 
sont ceux decrits dans T Exemple 1. 

4,3 Resultats 

Lorsque Ton observe le centre des colonies de keratinocytes de 
25 poulet dont la taille excede plusieurs centaines de cellules on constate qu'ils 
contiennent presque toujours des cellules de grande taille qui recouvrent chacune 
plusieurs cellules basales (Figure 6A et B). Ces squames sont rapidement Iib6r6s dans 
le milieu, elles contiennent toujours des gouttelettes r6fringentes 3 probablement 
compos6es de lipides. Les squames de poulet sont plus minces et sont environ deux 
30 fois plus grosses que les squames humaines (plus grande longueur de 100 jxm versus 
50 jxm) (Figure 6B). Lorsque les colonies epidermiques de poulet sont prelev6es et 
placees dans une solution contenant 2% de SDS et 2% de 2-mercapto6thanol et 
chauffees jusqu'& 100°C, la plupart des cellules se dissolvent mais les enveloppes 
corniftees restent insolubles et gardent encore des gouttelettes lipidiques (Figure 6C). 
35 Une grande partie des enveloppes pr6par6es directement k partir d'epiderme de poulet 
gardent Sgalement des lipides apres Ebullition dans du SDS/2-mercapto6thanol. Ces 
lipides sont extractibles avec du m6thanol/choro forme. 
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Exemple 5 : Les keratinocytes de poulet contiennent la p63 

La proline p63, qui fait partie de la famille du g£ne codant pour la 
proline p53, se trouve en abondance dans la couche basale de nombreux Epitheliums. 
Dans repiderme humain, p63 se trouve uniquement dans des cellules ayant un 
5 potentiel de proliferation 61eve. L' invalidation du g£ne codant pour p63 aboutit k une 
absence de tout Epithelium squameux stratifie et la p63 est consideree comme un 
marqueur des cellules souches de keratinocytes. 

De fa9on k determiner si les keratinocytes de poulet contiennent la 
p63, les cellules en croissance rapide sont ensemencEes sur des lamelles en verre et 
10 observes le lendemain par microscopie par immunofluorescence, en utilisant 
i'anticorps anti-p63 monoclonal 4A4. 

5,1 Materiel et Methodes 

5. Li Materiel 

Le materiel biologique est dEcrit dans l'Exemple 1 . 
15 5.1.2 Methodes 

La culture cellulaire et la technique de coloration par 
immunofluorescence indirecte sont celles dEcrites respectivement dans les Exemple 1 
et3. 

Marquage de la p63 

20 Les cellules sont incubEes toute la nuit k 4°C en presence d'un 

anticorps monoclonal anti- p63 humain 4A4, dilue k 1 : 500. Le reste du protocoie est 
identique a celui utilise pour la coloration de la keratine sauf que Tanticorps 
secondaire est utilise k une dilution de 1 : 200. Les cellules sont photographiees en 
utilisant un microscope k fluorescence Nikon E600 6quip6 d'un appareil 

25 photographique digital Nikon. 

5.2 Resultats 

Toutes les cellules examinees pr6sentent une forte coloration 
nucieaire pour p63. Au contraire, les cellules 3T3 ne presentent soit aucun marquage 
ou parfois un faible marquage cytoplasmique (Figure 7). 
30 Exemple 6 : Caracterisation des keratinocytes de poulet par 

microscopie eictronique 

6.1 Materiel et Methodes 

On prepare des cultures monocouches de keratinocytes de poulet. 
Lorsque les cellules sont k 2/3 confluentes, les cellules 3T3 sont enlev£es k l'aide 
35 d'EDTA, et les keratinocytes sont transfers dans des petites boites de Petri en 
absence de cellules de support 3T3. Le lendemain, les cellules sont fix6es et traitees 
pour etre observ6es par microscopie electronique. 
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Microscopie 61ectronique 

Les cellules sont lav^es dans 0.1 M de cacodylate k pH 7,3, fixSes 
pendant 90 minutes avec 5% de paraformaldehyde et 5% de glutaraktehyde dans 0.1 
M de cacodylate de sodium k pH 7,2 et observes par microscopie 61ectronique 
5 classique. Des sections ultra-minces, color6es avec de 1'acetate d'uranyle et du citrate 
de plomb, sont examinees a 80 kV k l'aide d'un microscope electronique Jeol JEM- 
1010 (JEOL Ltd, Tokyo, Japon). 

6.2 Resultats 

La figure 8 montre un ensemble de micrographies de cellules 
10 contenant des gouttelettes lipidiques. Deux micrographies (A et B) montrent une 
cellule typique avec une gouttelette lipidique p6rinucl6aire unique qui est enchSssee 
dans le noyau. Ainsi, la plupart des noyaux pr^sentent une forme en croissant Les 
deux autres photographies montrent une cellule avec de multiple petites gouttelettes 
lipidiques cytoplasmiques (C) et une autre cellule avec des gouttelettes lipidiques k 
15 Tinterieur du noyau (D) ; ces deux caracteristiques etant commun&nent pr^sentes. La 
figure 9 montre des caract6ristiques cellulaires 6pidermiques typiques. La 
photographie (A) met en Evidence la presence de desmosomes. La photographie (B) 
montre une cellule basale et suprabasale ayant leur cytoplasme rempli par des 
tonofilaments (k6ratine). 
20 Exemple 7 : Identification de produits de kSratinocyte 

speciftques par sSquencage aleatoire 

7.1 Introduction 

Une banque d'ADNc est construite a partir de cultures de 
keratinocyte de poulet confluentes. La sequence de nucleotidique de l'extremite 5' 
25 issue de 163 clones al6atoires est determine avec l'aide d'un s6quenceur 
automatique. Les banques de donnees GenBank et de proteines sont alors utilises 
pour des recherches d'homologie avec les sequences d'ADNc. 

7.2 Materiel et Methodes 

Construction de la banque d'ADNc et s6quenpage de nucleotides 
30 L'ARN total est purifi6 k partir de keratinocytes de poulet en culture 

en utilisant le rSactif Tripure Isolation Reagent (Roche). Les ARN poiy(A) + sont 
isotes sur cellulose oligo(dT) en utilisant le kit de purification pour ARNm 
Micropoly(A) Purist™(Ambion). Une banque d'ADNc est pr6par<§e k partir de l,7\ig 
de ARN poly(A) + en utilisant le Superscript™ Plasmid System (Life Technologies). 
35 La synthase du premier brin est initiee k l'aide d'une amorce contenant une sequence 
oligo(dT) suivie par un site Notl. Un adaptateur Sail est ajout6 k chaque extremite de 
1' ADNc aprfcs la synthase du 2 nd brin. La digestion avec Notl g6nere un bout coh^sif k 
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l'extremite 3\ tandis que le bout coh£sif Sail reste k 1' extremity 5\ Les ADNc sont 
lies au plasmide pSportl pr£alablement coupe avec Sail et Notl, et introduit par 
Slectroporation dans des bacteries KColi DH10B (Life Technologies) 
61ectrocompetentes. 

5 Le s6quen9age aleatoire de Textxemite 5' des clones d'ADNc est 

realist en utilisant une amorce qui s'hybride au plasmide, en amont du site Sail. Pour 
etendre la sequence, les amorces internes spScifiques sont utilises : 
pour Fa-k6ratine 5/6 : 

SEQ ED NO : 1 5>-AGTGGATTCTATGGACCTGC-3 \ 
10 SEQ ID NO : 2 5'-AACTGAGCAGCTTGCTGGC-3\ 

SEQ ED NO : 3 5 ' -C AGTCC AGGT ACGAAG AGC-3 ' 
SEQ ID NO : 4 5' -TAGGATCGGGATATGGAAGC-3 * ; 
pour Ta-k^ratine 15 : 

SEQ ID NO : 5 5'-GGCTTTGATGCTATCTGTGC-3' , 
15 SEQ ID NO : 6 5'-GTGGAGTCTGACATCAACG-3' 

SEQ ID NO : 7 S'-AGAACTGAGACGCACGATGC-S' ; 
pour la J}-keratine K : 

SEQ ID NO : 8 5 ' - ACT AGG ATGTT ACTGCGTGG-3 ' . 

Le sequen9age est realise sur un appareil PCR GeneAmp 2400 

20 (Perkin-Elmer) en presence de diddoxynucleotides fluorescents. Les conditions de 
PCR sont 30 cycles a 96°C pendant 30 secondes, 50°C pendant 15 secondes et 60°C 
pendant 4 minutes. L'6lectrophorese et la detection des pics de fluorescence sont 
mises en oeuvre sur un sequenceur automatique (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer). 
La sequence est d£terminee en utilisant le logiciel SeqEd vl.0.3. 

25 7.3 Resultats 

50 clones ne presentent aucune homologie avec les sequences des 
bases de donnees. 15 clones prdsentent des homologies avec des proteines 
hypoth&iques. 86 clones codent pour des prolines xmiverselles ayant des fonctions 
connues. 12 clones codent pour des prot6ines connues pour participer k des fonctions 

30 specifiques des keratinocytes. La Demanderesse en conclut que dans les keratinocytes 
de poulet, environ 40% (65/163) des ARNm codent pour des prolines de fonction 
inconnue et qu'environ 12% (12/98) des ARNm sont specifiques de ce type de 
cellules. Au total 7 clones specifiques de keratinocytes codent pour des keratines 
(Tableau III). Les clones 6-8 codent pour la merae alpha-keratine, alors que les clones 

35 9-11 codent pour difterentes a-keratines et le clone 12 code pour une P-keratine. La 
sequence enttere de nucleotides est determinee pour les clones 6 et 9-12. 
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Exemple 8 : Infection des k6ratinocvtes de poulet en culture par 
le virus de la maladie de Marek (MDV) 

8.1 Materiel et Methodes 

Les cellules infectees, issues de cellules primaires de peau de poulets 
5 (essentiellement fibroblastes) ou lymphocytes sanguins infectes par MDV-1, sont 
ensemenc£es sur des k6ratinocytes de poulet en culture subconfluente et incubees 
pendant 1 heure k 37°C. Apr6s I'adsorption, l'inoculum est prelev£ par aspiration et 
les mono-couches de kSratinocytes de poulet sont lav6es 3 fois avec un tampon 
phosphate salin (PBS). Le milieu de culture cellulaire est ajoute et les cellules sont 
10 incubees pendant une semaine a 37°C. 

Les virions MDV complement envelopp6s sont Iib6r6s dans le 
milieu de culture cellulaire qui peut £tre r6cuper6 et lyophilis£. Pour la lyophilisation, 
le milieu de culture cellulaire contenant les virions MDV est congele k -60°C, s£ch£ 
sous vide k 38°C pendant 24 heures, s6ch6 pendant 15 heures k 21°C, et stocke a 4°C 
15 sous vide. 

Les cultures de k6ratinocytes de poulet infectes sont prelevees dans 
du PBS, ou dans du PBS contenant 0,2% d'EDTA, ou dans une solution de 
stabilisation « SPGA » consistant en 2,18x10"^ de saccharose, 7,2xlO" 3 M de 
phosphate de dipotassium, 3,8x1 0" 3 M de phosphate de potassium, 4,9x1 0" 3 M de 

20 glutamate de sodium, 1% de poudre d'albumine bovine, ou dans du SPGA contenant 
0,2% d'EDTA (SPGA-EDTA), ou dans du SPGA-EDTA avec 10% de sorbitol, ou 
dans un milieu de culture cellulaire avec 10% de sorbitol. Les suspensions cellulaires 
sont alors rompues par uitrasons pendant 2 minutes et centrifugees k 2000g pendant 
20 minutes et les surnageants sont recuper^s en tant que preparations virales 

25 d<5pourvues de cellules. Les virus sont extraits des k&ratinocytes infectes par 3 cycles 
de cong61ation/d6cong61ation, et les fluides de surnageant sont r6cuper6s. Les virus 
dSpourvus de cellules peuvent etre lyophilises comme decrit ci-dessus. 
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REVENDICATIONS 

1°) Milieu de culture, caract6ris6 en ce qu'il comprend du s6rum de 
poulet et un support de culture comprenant des cellules 3T3 de la lign6e cellulaire 
enregistree dans la collection ATCC sous le num6ro CCL92 inactivSes. 
5 2°) Milieu de culture selon la revendication 1, caracteris£ en ce que 

la proportion en poids de serum de poulet par rapport au poids total du milieu de 
culture est comprise entre 0,5 et 50%. 

3°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterisS en ce que les cellules 3T3 sont des cellules issues des cellules 
10 3T3 de la lignee cellulaire enregistree dans la collection ATCC sous le numSro 
CCL92 par un proc6d6 comportant les etapes d' inoculation dans des puits, de culture, 
transfert, culture, detachement par trypsination, congelation de la moitie de chaque 
sous clone, traitement de l'autre moitie k la mitomycine C ou aux rayons gamma 
incubation de k6ratinocytes de poulet sur chaque sous clone traite, culture, fixation et 
15 coloration a la rhodamine B, selection du sous clone sur lequel les colonies de 
keratinocytes les plus nombreuses et de plus grande taille sont obtenues. 

4°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracteris6 en ce que les cellules 3T3 ont ete inactivees par im traitement 
antimitotique selectionn^ parmi un traitement par la mitomycine C ou une irradiation 
20 aux rayons gamma. 

5°) Milieu de culture selon Time quelconque des revendications 
precedentes, caracteris6 en ce qu'il comporte en outre un ou plusieurs des constituants 
suivants : les sels inorganiques, les vitamines, les hormones et les facteurs de 
croissance. 

25 6°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 

precedentes, caracterise en ce qu'il comporte en outre un ou plusieurs des constituants 
suivants : les sels inorganiques, les acides amines, les vitamines, les acides gras, le 
glucose, un tampon, du rouge de phenol, de l'EGF (facteur de croissance 
epidermique), du T 3 , de Fludrocortisone, de Finsuline, de la toxine choierique, de la 

30 transferrine, de Padenine. 

7°) Culture de keratinocytes caracteris^e en ce qu'elle comporte un 
milieu de culture qui comprend du serum de poulet et un support de culture 
comprenant des cellules de mammiferes inactivees, pr£fSrentiellement des fibroblastes 
inactiv6s. 
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8°) Culture de keratinocytes selon la revendication 7 caracterisee en 
ce qu'elle comporte un milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 1 
a 6 precedentes. 

9°) Culture de keratinocytes selon la revendication 8, caracterisee en 
5 ce que les keratinocytes sont des keratinocytes aviaires. 

10°) Culture de keratinocytes selon la revendication 9, caracterisee 
en ce que les keratinocytes sont des keratinocytes de poulet. 

11°) Proc6d6 de culture de cellules epidermiques ou keratinocytes, 
ledit precede comprenant les etapes consistant a : 
1 0 (0 preparer une suspension de keratinocytes ; 

(ii) inoculer lesdites cellules dans un milieu de culture 
comprenant du serum de poulet et un support de culture 
comprenant des fibroblastes inactives ; 

(iii) incuber lesdites cellules dans ce milieu de culture. 

15 12°) Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que le 

milieu de culture est tel que defini k l'une des revendications 1 k 6. 

13°) Procede de culture selon la revendication 1 1 ou la revendication 
12, caracterise en ce qu'& Tissue de l'etape (iii) les cellules issues de la culture sont 
recuperees et on leur applique un nouveau cycle de culture suivant les etapes (ii) et 
20 (iii) du procede selon la revendication 1 1 . 

14°) Precede de culture selon la revendication 13, caracterise en ce 
qu'il comporte au plus 30 cycles de culture cellulaire. 

15°) Precede de propagation d'un virus in vitro, ledit precede 
comprenant les etapes consistant a : 

25 (0 infecter des keratinocytes avec la souche du virus ; 

(ii) mettre en culture les keratinocytes infectes suivant le precede 
des revendications 1 1 a 14 ; 

(iii) extraire les virions produits k l'etape (ii). 

16°) Precede selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il 
30 comprend en outre une etape de lyophilisation des virions. 

17°) Precede selon la revendication 15 ou la revendication 16, 
caracterise en ce que les keratinocytes sont des cellules d'epiderme de poulet. 

18°) Virion a ADN enveloppe vivant attenue complet acellulaire 
obtenu k partir d'un virus choisi parmi le MDV et le FPV, caracterise en ce qu'il est 
35 susceptible d'etre obtenu par un precede selon l'une quelconque des revendications 15 
k 17. 
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19°) Vaccin att6nu6 vivant, caract£rise en ce qu'il comporte au 
moins un virion selon la revendication 18 et un support de vaccin. 

20°) Vaccin selon ia revendication 19, caract6ris6 en ce qu'il est 
sous forme d'un kit, comprenant d'une part le virion lyophilise, d' autre part le support 
5 de vaccination, chacun etant conditionn6 dans un compartiment s£par£. 

21°) Vaccin selon la revendication 19 ou la revendication 20, 
caract6ris6 en ce qu'il est destine h une administration par injection, par voie orale, par 
voie in ovo ou par voie respiratoire. 

22°) Utilisation d'un virion selon la revendication 18 pour la 
10 preparation d'un medicament destine k la prevention ou au traitement de la maladie de 
Marek. 
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FIGURE 2 
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FIGURE 9 
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644sllO.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 

<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

<120> NOUVEAU PROCEDE DE CULTURE DE KERATINOCYTES ET SES APPLICATIONS 

<130> VCstS F644/110FR 

<160> 8 

<170> Patentln version 3-1 

<210> 1 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 

<400> 1 

Ala Gly Thr Gly Gly Ala Thr Thr Cys Thr Ala Thr Gly Gly Ala Cys 
1 5 10 15 

Cys Thr Gly cys 
20 

<210> 2 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 
<400> 2 

Ala Ala Cys Thr Gly Ala Gly Cys Ala Gly cys Thr Thr Gly cys Thr 
1 5 10 15 
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Gly Gly cys 

<210> 3 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 

<400> 3 

Cys Ala Gly Thr Cys Cys Ala Gly Gly Thr Ala Cys Gly Ala Ala Gly 
1 5 10 15 

Ala Gly Cys 

<210> 4 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 

<400> 4 

Thr Ala Gly Gly Ala Thr Cys Gly Gly Gly Ala Thr Ala Thr Gly Gly 
1 5 10 15 

Ala Ala Gly Cys 
20 

<210> 5 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 
<400> 5 
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Gly Gly cys Thr Thr Thr Gly Ala Thr Gly Cys Thr Ala Thr Cys Thr 
1 5 10 15 



Gly Thr Gly Cys 
20 

<210> 6 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 
<400> 6 

Gly Thr Gly Gly Ala Gly Thr cys Thr Gly Ala Cys Ala Thr Cys Ala 
15 10 15 

Ala Cys Gly 

<210> 7 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 

<400> 7 

Ala Gly Ala Ala Cys Thr Gly Ala Gly Ala Cys Gly Cys Ala cys Gly 
1 5 10 15 

Ala Thr Gly Cys 
20 

<210> 8 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Arti f i ci al sequence 
<220> 
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<223> Nucleotide 
<400> 8 

Ala cys Thr Ala Gly Gly Ala Thr Gly Thr Thr Ala Cys Thr Gly Cys 
1 5 10 15 

Gly Thr Gly Gly 
20 
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